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COMPOSES PEPTIDIQUES MUTES, DERIVES DE lispTO, 
UTILES DANS LMMMUNOTHERAPIE DU CANCER. 



La prcsciuc invention conccrnc iin procede d'idcnlificalion do composes pepiidiqucs 
derives d'hsp70, qui prescntcnt au moins une mutation ou unc alteration par rapport a la 
sequence naturclle d'hspVO, lesdits composes cntramant une rcponse T spccifique des 
tumeurs, ainsi que les composes peptidiques susceptibles d'etre obtenus par ledit 
procede. LMnvention porte egalement sur Tutilisation de ces composes peptidiques pour 
cftectuer une immunisation repetee chez un individu de sorte a rompre la tolerance 
immunitaire pour le peptide naturel (non mute) correspondant. Les composes 
peptidiques sont utiles pour la fabrication d'un medicament destine en particulier au 
traitement du cancer eventuellement en association avec tout agent provoquant un stress 
des cellules tumorales. 

Depuis longtemps, les chercheurs ont tente de trouver des mecanismes pour stimuler Ic 
rejet immunitaire des tumeurs en partant de Thypothese que des antigenes, pouvant 
servir de cibles, sont exprimes a la surface des cellules cancereuscs. L'cquilibrc dclical 
entre la croissance et la regression des tumeurs a fait Tobjet de multiples theories, 
notamment en ce qui concerne le role du systemc immunitaire. L'immunosurvcillance 
est une theorie seduisante selon laquelle que les tumeurs sont detpjites au tout premier 
stade de leur developpement par les mecanismes des defenses immunitaires. Par 
exemple, Tobservation que de nombreuses tumeurs sont infiltrees par des cellules 
lymphoVdes semble etre un signe de pronostique favorable. 

Ccpendant, I'lncidence des cancers chez des individus immunodeficicnts n'est pas 
significativement superieure a la population generale. Ce fait a etc correle par des 
experiences realisees sur des souris immunodcficientes (nude mice). En effct, ces souris 
elevccs en conditions steriles, ne developpent pas plus dc tumeurs que les souris do 
genotype sauvage. Ainsi, il est communement admis aujourd'hui que le risque tres 
legerement accru d'apparition de cancers chez les individus immunodeficiems est 
directement correle avec Tincidencc des infections virales (vims oncogenes). Cela 
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SLiggere que la reponse immunitaire interviendrait en limitant la dissemination dc vims 
et cn reconnaissant les cellules cancereuses porleuscs d\inligenes viraux. Lors qu^un 
virus oncogene integrc Ic genome dc la cellule bote, il y a expression par Icsdilcs 
cellules dc protcines modillccs qui sont suscepliblcs dc conslitucr des ciblcs 
antigcniqucs. 

Mais cn cc qui concernc les lumeurs d'originc non virale, Ic problcmc majcur pour Ics 
defenses immunilaires provient du fait qu'ils n*existent pas dc flagrantes differences 
antigeniques avec les cellules normaies. C'est pourquoi ces tumeurs echapperaient dans 
une certaine mesure a rimmunosurveillance. Certains antigenes specifiquement 
exprimes par des tumeurs non virales ont ete mis en evidence. Par exemple, la proteine 
CALLA (Common Accute Lymphoblastic Leukemia Antigen), nomialement exprimee 
dans les cellules hematopoietique et reprimee dans les lymphocytes B matures normaux, 
se retrouve surexprimee dans les lymphoblastes. Done, les proteines antigeniques des 
tumeurs ne sont pas etrangeres a Torganisme et sont naturellement presentes dans 
certaines cellules normaies. 

Ainsi, ce qui distingue les proteines antigeniques, et ce qui est susceptible d'etre 
reconnu par les defenses immunitaires, est une mutation, une alteration (par cxemple 
une modification post traductionelle d'un acide amine) ou une distribution differcntielle 
ou encore une surexpression. II est clair que la reconnaissance desdites proteines par les 
lymphocytes est reduite du fait de leur presence intrinseque dans les cellules normaies 
(selection clonale negative), L*homme du metier doit done resoudre ce probleme afin de 
trouver un mecanisme d'activation efTicace des defenses immunitaires vis-a-vis des 
cellules cancereuses. Le defi est d'autant plus grand que la concentration des antigenes 
est faible et que leur presentation par les molecules du CMH est parfois inadequate. 

L'objectif est done d'identifier des peptides antigeniques speciFiques des tumeurs qui 
doivent etre capables de stimuler efficacement les defenses immunitaires in vivo, en 
particulier les lymphocytes T cytotoxiques. Ces peptides peuvent servir dc vaccin 
comprenant en option des co-stimulateurs tels que des cytokines et des lymphokines. 
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Farace et al, (1997), a demontre que rinduclion de la reponse inllammaloire dans 
rhypersensibilite de type retardc el au site du vaccin cliez un palienl immunise, provient 
du rccrutcment de seulement quclqucs clones de cellules T. Ces cellules correspondent 
aux lymphocytes innitres a Tinterieur d'unc tumeur et dcja ampliries avanl 
5 immunisation. Ainsi, les antigenes dcs tumeurs pcuvcnt eirc utilises pour recruter el 
amplifier localcment les lymphocytes T specifiqucs des tumeurs. Les cellules aciivces in 
vivo pcuvent etre d'avantagc amplifiees par Tadministration d'IL-2. En elTct, Kumar A. 
et al (1996), a monire que Tactivite des clones des cellules T est induite dans le sang, et 
dans les tumeurs, des patients recevant riL-2. 

10 

U a ete difficile d'isoler et d'amplifier les clones des Lymphocytes T cytotoxiques (CTL) 
specifiques des cellules du carcinome du rein, Bernhard et al, (1994), et Brouwenstijn et 
al, (1996). Cette difficulte provient du defaut de proliferation des lymphocytes infiltres 
dans une tumeur (TIL), particulierement dans les cellules du carcinome du rein (RCC), 
15 Alexander et al, (1993). Cependant certains resultats indiquent que les RCC pourraient 
etre immunogeniques in vitro car ces tumeurs sont souvent largemeni infiltrees par les 
lymphocytes T, en particulier par les lymphocytes TCR cc/p* DR' ThI- polarises, 
Angevin et al, (1997), et a cause du taux de reponse relativemcnt clevc (15 a 20%) a 
certains protocoles d'immunothcrapie, Rosenberg et al, (1992). 
20 Un antigene, reconnu par des CTL autologues du RCC, a ete identifie par Gaugler et al, 
(1996). Cet antigene est code par un gene, appele RAGE 1, qui est exprime dans de 
nombreuses tumeurs mais qui est absent des tissus adultes normaux, sauf ceux de la 
retine, 11 est clair que Tutilisation de RAGE 1 pour I'immunotherapie du cancer presente 
des problemes car cela pourrait generer des reactions de rejet auto-immunitaires de la 
25 retine. Des preparations, comportant I'association hsp-peptide isolee a partir de cellules 
cancereuses ou de cellules infectees par des virus, conferent une protection immunitaire 
vis-a-vis des tumeurs et des cellules infectees, Blachcre et al, (1997). D'autres 
documents, tels que WO 97/10001, WO 97/06828, WO 97/26910, Tamura et al, (1993) 
et (1997), concernent le traitement de cellules neoplastiques par des complexes hsp70- 
30 peptides derives de cellules cancereuses. Ces document de Tart anterieur decrivent la 
capacite d'hsp70 a absorber comme une eponge les peptides des cellules. L'isolement 
dMisp70 provenant de cellules cancereuses permet d' identifier de multiples fragments 
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proteiques dc tumeurs qui peuvent potentiellement eire antigeniqucs. 11 a maintenanl ete 
irouve qifil existe des mutations ou dcs alterations dans la proteinc hsp70 cxprimcc 
dans Ics tumeurs, ct que dc Icllcs mutations ou alterations s^^vcrenl etrc immunogenes, 
Sachant quMuspTO pcut etrc surcxprimcc dans les tumeurs, Icsdits peptides sont utiles 
pour induire une rupture de tolerance contrc hsp70. 

Ainsi, aucun document de Part anterieur ne divulgue, ni ne suggcrc la prcsentc 
invention telle que defmie ci-dcssous. 

Descriotion de rinvention 

La presente invention concerne un precede d'identification de composes peptidiques 
derives d*hsp70, qui presenlent au moins une mutation ou une alteration par rapport a la 
sequence naturelle d'hspTO, lesdits composes entrainant une reponse T specifique des 
tumeurs, comprenant les etapes suivantes : 

a) Amplification PCR d*un fragment d'ADN codant pour hsp70 obtenu a partir d^une 
ou de plusieurs tumeur(s), 

b) clonage de TADN obtenu a Tetape a) dans un vecteur capable de sc repliquer dans 
une bacterie, 

c) sequencfage dudit fragment dans chaque colonic bacicrienne obtcnuc aprcs culture des 
bacteries de Tetape b) et identification de la ou des mutation(s) dans hsp70 

d) determination de Timmunogenicite des fragments peptidiques mutes parmi ceux 
identifies a Tetape c). Avantageusement, Tetape d) consiste en un test Elispot. U est 
possible de tester simplement rimmunogenicite des fragments peptidiques qui 
possedent une sequence d'ancrage pour une molecule HLA donnce (voir ci-dessous 
procede de « reverse immunology))). 

Les fragments peptidiques a tester a Fetape d) peuvent aisement etre obtenus par 
synthese chimique a partir des connaissances generates dans le domainc technique. 
On entend par « hsp70 )> dans le cadre de T invention aussi bien hsp70-l que hsp70-2. 
Lc test Elispot est largement decrit dans les documents de la technique anterieurc. Par 
exemplc, Herr et al, (1998) concerne une methode Elispot pour detecter et quantifier des 
lymphocytes T CDS + sccretant du TNF- a. En resume, des plaques MultiScreen-MA 
(Millipore, Bedford, MA) sont recouvertes avec un anticorps anti-TNF- a (clone 195 ; 
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Boehringer Mannheim) cl dcs lymphocytes T CDS + sonl ajoutcs cn presence dc - 
peptides anligeniques- Le TNF- a secrete est delcctc avec un anticorps anli-TNF- a de 
hipin (Scrotec; Oxford. UK), un anticorps anti-lgG dc lapin couple avec de la biotine 
(Boehringer Mannheim) ct le complcxe biotine-avidine-pcroxidase (Vector, 
Burlingame, CA). Le nombre el la surface dcs zones ou la cytokine est prescnie sonl 
determines automatiqucment par ordinateur, (Merr el al, 1997). D'autrcs documents tels 
que Herr et al, (1996) section matcriels cl mcthodes paragraphe 2 pages 132 a 135, et 
Scheibenbogen el al, (1997) page 933 decriveni cette methodc et sent egalemeni 
incorpores dans la description par reference. 

L' invention porte egalement sur un procede de mise en evidence de mutations ou 
d'alterations ponctuelles artificielles susceptibles d'augmenter rimmunogeniciie des 
composes peptidiques mutes derives d'hsp70 caracterise en ce qu'il comprend les eiapes 
suivantes : 

a) Determination de fragments possedant une sequence d'environ 9 a 10 acides amines 
comportant un motif d'ancrage pour une molecule HLA donnee, 

b) introduction d'une mutation ou d'une alteration ponctuelle supplcmcntaire au niveau 
des residus 4, 5, 6, 7 ou 8, 

c) determination de Timmunogenicite des fragments peptidiques obtcnus a Tetape b). 
Dc preference, Petape c) consiste en un test Elispot. 

Ce procede est bien connu par Thomme du metier. On peut notamment incorporc par 
reference dans la description les enseignements qui se trouvent a I'adresse 
internet suivante: 

wvm.bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla bind/ 

Ce procede permet de determiner toute mutation ou alteration ponctuelle artificielle 
(non presente dans les tumeurs humaines) qui serait susceptible d*ameliorer le principe 
actif (le peptide mute immunogene) en employant la methode dite de «reverse 
immunology ». A partir de la connaissance de la sequence en acides amines d'une 
proteine, telle que hsp70, il est possible de predire quels sont les peptides pouvant se lier 
a une poche HLA quelle que soit sa specificite (HLA-A2, HLA-AI, HLA-B7...), puis 
de tester ces peptides in vitro pour leur capacite a se lier effectivement a Tallele HLA 
considere, puis a introduire une mutation ou une alteration ponctuelle sur les acides 
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amines sur certaines positions critiques pour raffinite. Le programme informalique 
BIMAS pcrmet d'obtenir unc telle prediction. Les regies generales concernant Ics acides 
amines inipliqucs dans I'ancragc aux molecules MLA sonl presentees dans Parker et al, 
(1992 cl 1994) cl llammensce ot al. (1995). Ccs informations sonl incorporces par 
reference dans la description. Bien cntcndu, le procede scion Tinvention nc sc limile pas 
a rutilisation du programme BIMAS, cl pout etre mis en ojuvrc avcc lout programme 
equivalent. 

Un autre aspect de ['invention concerne un compose peptidique susceptible d'etre 
obtenu a partir d'un procede decrit ci-dessus. Ce compose se caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence d'au moins 8 acides amines consecutifs d'hsp70, en ce qu'il 
presente au moins une mutation ou une alteration par rapport a la sequence naturelle 
d'hsp70, et ce qu'il entraine une reponse T specifique. 

Un aspect particulier porte sur un compose peptidique ayant au moins 80 % 
d'homologie avec les acides amines entre les positions 286 et 294 d'hsp70. 
De preference. I'acide amine a la position 293 est I'isolcucine, la leucine, la valine. 
Talanine, la glycine, ou la phenylalanine, plus particulicrement I'isolcucine. Les 
composes peptidiques preferes de I'invcntion ont au moins unc des sequences 

suivantes : 

. SEQ ID n°l : 2«6.SLFEG1DIY.29^ 
- SEQ ID n°2 : 286.SLFEGIDIYT.295. 

Lesdits composes peuvent egalement comporter des acides amines non naturels qui 
peuvent etre equivalents ou non aux acides amines naturels. 

On entend par « compose peptidique » une entite constitue au minimum par un 
fragment peptidique d'hsp70 tel que defini ci-dessus ou par une succession desdits 
fragments peptidiques, el ayant eventuellement un ou plusieurs autres elements 
difTerents des acides amines naturels ou non naturels. Ces elements ont pour but dc 
proteger chimiquement ou physiquemcnt lesdits fragments peptidiques, ct/ou dc 
fevoriser leur absorption par Torganismc, et/ou leur administration, et/ou leur 
biodisponibilite. Par exemple, cctte protection permet aux peptides d'atteindre leurs 
cibles sans subir Taction de diverses proteases presentes dans I'organisme. De telles 
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modifications chimiques peuvenl cgalemenl aiigmentcr I'affinite d'lin peptide 
aiuigenique pour les molecules HLA-A2 cl pcrmeltrc une cfllcacitc accrue du vaccin in 
vivo, Rosenberg el al, ( 1 998), 
Lesdils elemenls peuvenl circ par exeniple: 
5 - Dcs groupcs chimiques protecicurs connus par riiommc du metier reagissant aux 

cxtrcmitcs NH2 ct/ou COOll d'un peptide, cctte modification ne baissanl pas 

significativcmcnt le caractere immunogcniquc du peptide. 

Dcs groupes chimiques ameliorant I'dllcacite du vaccin in vivo. 

Des lipides ou des acides gras que Ton attache de faQon covalente aux fragments 
10 peptidiques pour former des composes peplidiques appeles lipopeptides. L'acide 

palmitoique en est un exemple parmi d'autres, Vitiello et al, (1995), incorpore dans 

la description par reference. 
- Une proteine porteuse desdits fragments peptidiques possedant des sites de 

restriction et permettant Tacheminement des fragments peptidiques intactes jusqu'a 
15 leurs sites d'action dans Torganisme. 

Un deuxieme aspect de I'invention concerne les fragments d'ADN codant pour les 
fragments peptidiques ci-dessus mentionnes. On entend par « fragments d'ADN » des 
fragments simples brins, double brins, d'ADN, d'ADNc et/ou d'ARN. La sequence 

20 nucleotidique correspondant a la sequence d'acides amines desdits fragments 
peptidiques peut varier de maniere a comprendre tous les diffcrents codons possibles 
pour un acide amine donne selon le principe de la degenerescence du code genetique. 
La presente invention a egalement pour objet un vecteur d'expression d'un fragment 
peptidique contenant un fragment d' ADN ci-dessus mentionne, flisionne a un promoteur 

25 fort et efficace dans les cellules eucaryotes, et/ou dans les cellules procaryotes, en 
particulier dans les cellules humaines. Le vecteur peut etre viral, plasmidique, ou un 
pseudo-vecteur et peut comporter des marqueurs de selection et exprimer des adjuvants 
immunologiques tels que des cytokines et/ou des lymphokines. 

L'invention concerne egalement des cellules dendritiques chargees en composes 
M) peptidiques, el des cellules dendritiques transformees par le vecteur d'expression 
exprimant les fragments peptidiques. Ces cellules peuvenl etre aussi des macrophages. 
Nestle et al, (1998), decrit une methode de vaccination qui consiste a charger les 
cellules dendritiques prises a un patient par des peptides antigeniques (en culture in 
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vitro), et les injecter dans le systenic lymphatiquc de ce nicmc patient. Cetle publication 
est incorporee dans la description par reference. 

Un autre aspect dc i'invcnlion a pour objct unc composition pliarniaccutiquc 
coniprenant un compose pcplidiquc ou un melange dc composes peplidiques scion 
r invention ct un vchiculc pharmacculiquemcnt acceptable. Ccttc composition pcut 
coinporter en outre un ou plusicurs adjuvants immunologiqucs, notammcnt dcs facteurs 
cytotoxiques des lumeurs. 

L' invention porte aussi sur une composition pharmaceutique comprenant un vecteur 
d'expression tel qui mentionne ci-dessus et un vehicule pharmaceutiquement acceptable 
ou un fragment d'ADN selon I'invention ou bien encore les cellules indiquees ci-dessus 
et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Un aspect supplementaire de I'invention concerne un produit de combinaison 
comprenant au moins un compose peptidique selon I'invention et au moins un agent 
induisant un stress cellulaire pour une utilisation simultanec. separec ou etalee dans Ic 
temps destine au traitement du cancer. De preference, ledit agent peut etre susceptible 
d'induire une surexpression des proteines de chocs thermiques, en pariiculier hsp70. 
Avantageusement. cet agent est un inducteur de I'apoptose, selectionnc notammcnt 
parmi les agents qui endommagent I'ADN, les ligands du rccepteur aux 

glucocorticotdes, ou parmi les seconds messagers pro-apoptotiques. 

Le produit de combinaison peut comprendre un vecteur viral qui possede un gene qui 

code pour une enzyme permettant d'activer lesdits agents pro-apoptotique, notammcnt 

la thymidine kinase. 

On designe par « agent induisant un stress cellulaire » tout agent susceptible d'induire 
une surexpression des proteines de chocs thermiques, en particulier hsp70. Ces agents 
pcuvent circ notammcnt dcs inducteur de I'apoptose. On entend par « agent inducteur de 
I'apoptose » toute substance qui directemcni ou indirectcment afiectc la viabilitc d'une 
cellule. 
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Ledil agent inducieur de Tapoplose dc la presenie invention pent etrc selcctionnc 
nolamnient parnii les agents qui cndommagent TADN, Ics ligands du rcccptciir au\ 
glucocorlicoidcs, ou parmi les seconds nicssagcrs pro-apoptotiqiies. 
Ces agents peuvciU ctre scicclionnes de preference parnii ceux couraninieni employes 
5 dans le iraitemcnt du cancer. Ainsi, ledil second niessager pro-apopiotique est 
notamnicnl scleclionne parnii les composes suivanis : 

- Les derives des glucocorticoides, 

- parmi les agents alkylants tels que les mouiardes a Tazotc, par exemple la 
cyclophosphamide^ 

10 - les complexes de Platine, par exemple la cisplatine, 

- les derives de Tethylene-imine, de dimethane sulfonoxy-alkanes, 

- les derives de la piperazine, 

- parmi les inhibiteurs des topoisomerases tels que les inhibiteurs de la topoisomerase 2, 
par exemple les anthracyclines, Tepipodophyiloloxine tel que Tetoposide, les 

15 inhibiteurs de la topoisomerase 1, par exemple les derives de la camptothecine, 

- parmi les antimetabolites tels que les antifolates. par exemple le methotrexate, les 
antipurines, par exemple la 6-mercaptopurine, les antipyrimidiques, par exemple la 5- 
fluorouracile, 

- parmi les antimitotiques tels que les vinca-alcaloides, les taxoides tel que le taxoterc, 
20 - et parmi les cytolytiques divers tels que la bleomycine, la dacarbazine, 

rhydroxycarbamide, Tasparaginase, la mitoguazone, la plicamycine. 

Ces agents antineoplastiques sont decrits dans Actualite Pharmaceutiques n^302 (Oct 

1992) pages 38 a 39 et 41 a 43 incorporees dans la description par reference. 

25 On peul egalement choisir ledit agent inducteur de Tapoptose parmi les radiations 
gamma utilisees en radiotherapie, Petoposide, la doxorubicine, la dcxamethasone, la 
ceramide telle que la ceramide C8, la lonidamine. Certains desdits agents anticanccreux, 
sont plus particulierement decrits dans US 5,260,327 qui concerne rutilisation de la 
lonidamine pour traiter les metastases, dans JO 5017353 qui porte Tulilisation dc la 

30 lonidamine en association avcc d'autres agents anticancereux, et dans EP 291 151, qui 
decrit Tutilisation des derives de la phlorizine. Ces documents sont incorpores dans la 
description par reference. 
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Lc produil selon la presente invention peut cgalcmcnl coniprendrc un vccleur viral qui 
posscdc un gene qui code pour un enzyme qui permet d'activcr Ics composes ct/ou Ics 
agents susnicntionnes, par exemple la thymidine kinase. De nombreux brevets portant 

5 siir Tutilisaiion dc genes suicides actives dans dcs tissus spccillqucs^ cn particulier pour 
sensibiliser les cellules canccreuscs aux analogues dc nucleotides. Parmi ces documents, 
incorpores dans la description par reference, on trouve ; EP 494776, EP 690129, EP 
657540, et EP 657541 qui concernent notamment la fabrication d'un medicament 
comprenant un vecteur qui possede un gene capable de catalyser le passage d*une pro- 

10 drogue en substance active. Plus particulierement, EP 657539 a pour objet rutilisation 
du gene de la thymidine kinase avec une specificite cellulaires pour le traitement du 
cancer. 

Dans un autre mode de mise en oeuvre, Tagent induisant un stress cellulaire est 
15 selectionne parmi les composes induisant une hypoxic des tumeurs, notamment parmi 

les inhibiteurs de Pangiogenese. On peut notamment citer Tendostatine et I'angiostatine 

decritcs par J. Folkman, les lhrombospondine-1 et -2 (TSP-1, -2) Locopo et al (1998) ; 

les facteurs IFN gamma, TNFalpha, el IL-l alpha , Maier et al (1999), U-995, un 

inhibiteur derive du cartilage de requin, Sheu et al (1998). Ces publications, la revue sur 
20 les inhibiteurs naturels, Paper et al (1998), et la revue generale sur les differents 

inhibiteurs connus, Harris et al (1998) sont incorporees par reference dans la 

description. 

La composition pharmaceutique ou le produit de combinaison selon T invention peut 
25 comporter en outre un ou plusieurs adjuvents immunologiques, notamment des agents 
cytotoxiques des tumeurs. Ces produits peuvent comporter un vehicule pharmaceutique 
compatible avec une administration IV, subcutanec, orale, ou nasale, dc preference 
selectionne parmi les liposomes, les nano-particules, ou les emulsions lipidiques, 
charges posilivement ou negativement. 

30 

La presente invention concerne egalement Tutilisation d'un compose peptidique selon 
Tune des revendications 7 a II pour la fabrication d'un medicament, notamment destine 
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au traitement du cancer, en particulicr des tumcurs solidcs, notammcrU des carcinomcs, 
des mclanomes, des neuroblastomes, des cancers du cou el de la Ictc, dc preference des 
carcinomcs du rein. Ce medicament pcul ctre destine a unc immunisation ex situ ou in 
silu. L'invcntion portc aussi sur I'utilisalion dudit compose pcptidique pour augmenicr 
3 en milieu de culture la population des CTL des tumcurs et/ou induirc la secretion par 
Icsdits C1"L dc factcurs cytoloxiqucs tcls que par excmpic lL-2, IFN-y el TNF ct/ou 
pour stimuler les defenses imniunitaires, en particulicr pour augmenicr la population des 
CTL des tumcurs et/ou induirc la secretion par lesdits CTL de facieurs cytotoxiques tels 
que par exemple IL-2, IFN-y et TNF, 
ID Bien entendu, on peut utiliser les compositions et produils de Finvention en 
combinaison avec la radiotherapie. 

Avantageusement, on put mettre a profit les compositions et produits de l'invcntion 
pour effectuer une immunisation repetee en vue de provoquer une rupture de tolerance 
contre Ic peptide naturel correspondant (non mute) chez un patient. En efTei, sachani 

15 que hsp70 est ou peut etre surexprimee dans les tumeurs, il est tout a fait interessant de 
pouvoir immuniser les patients contre celie proteine. Une immunisation avec les 
peptides mutes de cette proteine est susceptible de rompre la tolerance du systcme 
immunitaire des patients vis-a-vis de hsp70, et des lors dc stimuler specifiquement les 
lymphocytes T cytotoxiques et helper contre les cellules cancereuses quelque soil Ic 

20 type de cancer ou de patient. 

Un aspect complementaire de Finvention porte sur un procede de production d'un 
anlicorps qui se lie a un mutant d'hsp70, en particulicr au mutant hsp70-2 1-293, 
comprenant les etapes consistant a : 
25 a) Immuniser un mammifere avec un compose peptidiquc selon Finvention, 

b) isoler un anticorps monoclonal qui se lie a hsp70-2-293, particulierement a hsp70-2 
1-293, dans un essai immunologique. 

La presente invention comprcnd aussi un anticorps monoclonal qui se lie a hsp70-2-293, 
particulierement a hsp70-2 1-293 et un procede de detection dc la mutation ou dc 
30 Falteration d'hsp70-2-293, en particulicr de la mutation ou dc Falteration hsp70-2 1- 
293, dont les etapes consistent a : 



wo 99/54464 



12 



PCT/FR99/00957 



a) Meltre en contact un echantillon prcleve chez tin individu avcc tin ledil aiuicorps 
monoclonal, 

b) permeltre la formation du complexc anlicorps- hsp70-2-293, 

c) dclcctcr hsp70-2-293 au moycn d*un marqucur delectable dans Ic complexc ou qui 
5 se lie au complexc. 

Dans un mode supplemcniairc do realisation, ia prcscnlc invention conccrne une troussc 
dc diagnostic comportant notamment un ou plusieurs desdits anticorps. Cettc troussc 
peut notamment servir pour la detection du cancer et pour le pronostique du cancer 
declare chez un individu. Enfin, Tinvention a egalcment pour objct une composition 

10 pharmaceutique comprenant un ou plusieurs desdits anticorps monoclonaux ct un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. La presente invention concerne, au memo 
titre, Putilisation de la composition pharmaceutique susmentionnee en medecine, pour 
la fabrication d*un medicament, notamment pour le traitement du cancer, en particuUer 
pour le traitement des tumeurs solides, avantageusement des carcinomes, des 

15 melanomes, des neuroblastomes, des cancers du cou et de la tete, de preference des 
carcinomes du rein. 

Description dctaillce de rinvention. 

20 

L'objet de presente invention permet done de stimuler les defenses immunitaires en 
augmentant la population des CTL specifiques des tumeurs et en induisant la secretion 
par lesdits CTL de facteurs cytotoxiques. Une telle amplification des CTL specifiques 
revient a entrainer et a agrandir une veritable armee de cellules qui detruisent les 

25 tumeurs. En effet, les Lymphocytes T cytotoxiques jouent un role particulier dans la 
reconnaissance des antigenes et s'infiltrent a I'interieur meme des tumeurs solides. 
L'activite des CTL consiste a reconnaitre Tanligene associe aux molecules de classe 1 
du CMH syngenique. Les CTL ct la cellule cible forment alors une liaison par 
Tassociation TCR-CD8 au CMH 1, 

30 Les etapes du mecanisme dc la cytotoxicitc sont les suivantes : 

- Reconnaissance, liaison hautement specifique, et formation du complexc ternaire 
TCR-CD8-MCHI(peptide antigenique). 
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- Secretion par les CTL de la pcrlbrine el des dilTcrentcs enzymes cn direction de la " 
membrane de la cellule cible. 

- Formation de canaux dans la membrane de la cellule cible par polymerisation de la 
perforine par unc enzyme cn presence de calcium (canaux polypcrforines). 

- i^issagc de proteases et de loxines a travcrs les canaux ct action a Pinterieur de la 
cellule cible. 

- D\aulrcs facteurs loxiques tels que le TNF-a, la lympholoxine (TNF-p), ct TlFN-y 
liberes par les CTL se fixent sur des reccpteurs specifiques de la membrane de la 
cellule cible. On observe alors une apoptose, caracterisee par la fragmentation de 
I'ADN, par des bourgeonnements de la membrane cytoplasmique, par la 
desintegration de la cellule en petits fragments (corps apoptoiiques). 

Un objet de Tinvention est done de fournir a Torganisme des quaniites sufTisantes de 
peptides a fort potentiel immunogenique et specifiques des tumeurs. De tels fragments 
peptidiques sont tres rares, dilues parmi une infinite de peptides, et difficiles a identifier. 
En efTet, la liaison des peptides avec la molecule du CMH sc situe dans une 
invagination de topologie et de proprietes physico-chimiques precises, qui varient selon 
la nature des acides amines impliques. Ainsi un peptide (environ 9 acides amines) se lie 
a un CMH en fonction de la nature de ces chaines laterales et de sa complementariie 
avec la cavite de la molecules du CMH. Cette association au CMH se realise dans des 
organismes intracellulaires particuliers. Les proteines antigeniques sont generalcment 
degrades en peptides dans les proteasomes (complexes de proteinases multicatalytiques 
ubiquitaires) avant le transport desdits peptides dans le reticulum endoplasmique 
rugueux (RER). La synthese des CMH 1 et Tassemblage avec les peptides a lieu dans le 
RER. Puis les complexes antigene-CMH 1 sont exportes a la surface des cellules en 
passant par I'appareil de Golgi. On comprend done pourquoi seuls certains peptides 
peuvent se Her au CMH I. En ce qui concerne les peptides de la presente invention, on a 
demontre (V. infra) quMls possedent une constante de dissociation Kd tres faible (tres 
forte association). En ce sens, ils permettent d'activer le systemc immuniiairc 
etTicacement, en particulier les CTL. 
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Les CTL specifiques du RCC peuvent elre isoles a partir des lymphocytes infiltres dans 
la tumeur (TIL) d'un patient. Au nioins 80% des TIL du RCC sont dcs cellules CDS' 
DR* LAG-3' activecs, Angevin et al, (1997). A la suite d'unc courtc activation in vitro 
dc CCS TIL, unc rcponse de type polarise Thl a etc obscrvce (secretion d'lL-2 e( 
5 d'interfcron mais pas d'IL-4). En revanche, Finke et al, (1993) a public que le dclaut 
apparent d'activite des TIL in vivo est du aux mauvais fonctionnenicnt des diHercntes 
cascades de regulation dans ces cellules. Cependant, parmi les 5 CTL decrits dans la 
presente invention, le clone 2A11 (TCRBV1J1S6) est particulicrement interessant 
puisqu*il est amplifie au site de la tumeur et represente jusqu'a 3% dcs TCR a/p* TlLs. 
10 De plus, ce clone reconnait un antigene specifique des tumeurs presente par hlLA- 
Cwl6, Angevin et al, (1997). Ceci demontre done que les molecules HLA-C sont 
capables de presenter des elements au site de la tumeur chez ce patient. 

hsp70 est code par le locus duplique (hsp70-l, hsp70-2) localise dans la region MHC a 

15 92 Kb du gene C2 en direction du telomere. Milner et al, (1990). Ce segment d*ADN 
est appele region de classe IV et comprend au moins 7 genes impliqucs dans les 
reponses inflammatoires et de stress, Gruen, (1997). Les deux genes sans intron (hsp70- 
1 et hsp70-2) codent pour unc protcine identique de 641 acides amines. II y a quelques 
differences de sequences dans la region promotrice et une complete divergence dans la 

20 region 3' non traduite. En utilisant une sonde specifique d'hsp70-2, on a montrc une 
elevation de la quantite d'ARNm (2,4 Kb) a la suite d*un choc thermique. La sonde 
hsp70-2 a permis de detecter une faible quantite de d'ARNm de 2,4 Kb dans TARN 
constitutif des lignees cellulaires de la tumeur RCC et dans des echantillons 
chirurgicaux congeles de ladite tumeur. La raison pour laquelle la lignee cellulaire 

25 allogenique HLA-A2^ RCC, qui exprime de faibles niveaux d'ARNm hsp70-2, n'a pas 
etc tuee par CTL 11 C2, peut etre due a la difference observee lors des essais de 
sensibilisation de la ciblc (Target Sensitization Assays) entre les peptides mutes et le 
decapeptide sauvage 286-295 (5x10'*' M et 5x10'** M respectivcment pour la dcmi-lyse 
maximale). La transcription et la surexprcssion d'hsp70-2 sauvage dans les cellules 

30 COS-7 induisent la secretion de TNF par CTL 1 1C2. 
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On sail que les hsp sont des molecules non polymorphiques, qui ne different pas 
dans Icur stnjclure primaire parmi les tissus normaux el les cancers ou parmi Ics cellules 
nonnalcs et les cellules infectees par des virus. Ainsi, la capacilc d'imnuinisation dc 
preparations comprcnant hsp est due a I'associalion des molecules hsp avec des peptides 

5 gcncrcs par les cellules dans Icsquelles les hsp ont etc isolcs. En cITct, Ics complexes 
hsp-pcplidcs peuvent etrc gcnercs in vitro ct Tactivitc biologiquc de tels complexes est 
comparable a celle des complexes hsp-peptide generes in vivo, Blachere et al, (1997). Si 
cette observation demontre que les hsp sont des adjuvants elicitant une reponse des 
cellules T CD8\ nos resultats indiquent que certains fragments peptidiques dMispVO 

10 sont directement immunogenes. 

Pour la suite de la description et pour les exemples, on se referera aux figures dont la 
legende est indiquee ci-dessous. 

15 Legendes 

Figure 1 : Activitc sp^cifique iytiquc du clone IIC2 centre la ligncc ccllulairc 
flutologuc RCC-7. 

La cytotoxicite des CTL-1 1C2 vis-a-vis de la lignec cellulaire RCC-7 a etc testee par 
I'experience standard de relargage du chromium (chromium release assay) a difierents 
20 ratios effecteur/cible (ratio E/C). L'inhibition de I'activite cytotoxique dc 11C2 a ete 
testee apres plusieurs preincubations des CTL pendant deux heures avec le mAb 
(anticorps monoclonal) de classe 1 anti-HLA indique, a une concentration de saturation 
predeterminee. 

25 Figure 2 : Secretion dc TNF par Ic clone CTL-1 1C2 lors dc la stimulation avec la 
ligncc cellulaire autologuc RCC-7. 

5 000 CTL ont ete incubes avec 20 000 cellules RCC-7. La quantite de TNF a etc 
mesuree apres 20 heures de culture, en testant la toxicite des surnageants avec des 
cellules WEHl-164 (clone 13) sensibles au TNF. L'inhibition de la secretion de TNF a 
30 ete testee apres preincubation du clone 1 1C2 pendant deux heures avec le mAb anti- 
HLA de classe I tel qu'indique. 
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Figure 3 : Cytotoxicilc dcs CTL 11 C2 sur dc iiiuUiplcs lignccs cclluhiircs 
allogcniqucs RCC 

1 IC2 a etc teste sur la ligncc aulologue RCC-7 ct sur de iiuilliplcs lignccs cellulaircs 
5 allogeniqucs IlCC (RCC-8, RCC-9, RCC- 10 et RCC-1 1) lors d'une experience standard 
de rclargage du chromium au ratio E/C indiquc. Lcs molecules IILA partagees avec 
RCC-7 sonl indiquecs entrc parentheses. 

Figure 4 : StiniuhUion du CTL 11C2 par lcs cellules co-transfectecs d*uiic mauicre 
10 transitoire avec PADNc HLA-A*0201 autologuc et TADNc A18, 

On a rajoute le CTL 11C2 48 heures apres la co-iransfection. Le TNF contenu dans les 
surnageants a ete estime 20 heures apres en testant sa toxicite sur les cellules WEHI-164 
(clone 13). Les cellules stimulatrices comprennent la lignee cellulaire RCC-7 comme 
controle positif et les cellules COS-7 non transfectees ou transfectees avec TADNc 
15 HLA*0201 seul, comme controle negatif. 

Figure 5 : Localisation dc la region cpitopiquc d'hsp70-2 rccoiiuu par Ic CTL 
I1C2. 

(A) La longueur lotale du TADNc hsp70-2 est representee schcmatiquement en noir et 
20 blanc. 5' UT et 3' UT correspondent aux regions non traduites 5' et 3* respectivement. La 
region codante (en noir) commence avec le site d'initiation dc la traduction (codon 
ATG) et correspond au nucleotide +1. Les multiples clones tronques obtenus a partir de 
I'ADNc A18 sont representes en gris. L*ADNc A18 commence au nucleotide 577 de la 
region codante. Le nucleotide mute est marque par une asterisque (position 877). 
25 (B) illustre la stimulation du CTL 11C2 par les cellules COS-7 co-trans fectees 
temporairement avec le TADNc HLA-A'0201 autologue et avec chacun des diffcrents 
ADNc A18 tronques. Les cellules transfectees ont ete incubees pendant 24 heures avec 
5 000 CTL 11C2 et la quantite de TNF a ete mesuree 20 heures apres. Les cellules 
stimulatrices controles comprennent les cellules COS-7 non transfectees ou transfectees 
30 avec I'ADNc A18 seul comme controle negatif et co-transfectees avec les ADNc A18 el 
A*0201 comme controle positif. 
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Figure 6 : Lysc par CTL 1102 dc la ligiicc ccllulnirc aiitolognc traiisformcc par 
EBV ct iiicubcc avcc Ics peptides codes par hsp70-2 

2 000 cellules transfoimces par EBV, marquees avcc Cr " onl etc incubccs pendant I 
hcurc en presence dcs peptides d'hsp70-2 indiqucs a dc multiples concentrations. CTL 
5 II C2 a ensuile etc ajoutc a un ratio clVecteur/cible (IZ/C) dc 31/1. Lc relargage du 
chrome a etc mcsurc A heures aprcs. Lcs astcrisques indiquent I'acidc amine mute. 

Figure 7 : Induction dc Texprcssion d'JlLA-A2 sur lcs cellules T2 par les peptides 
nntigcniqucs d'hsp70-2. 

10 Les cellules T2 ont ete incubees a 26° C pendant 16 heures en milieu prive de serum, 
avec ou sans peptide a une concentration de 20 \iM. Ensuite, les peptides ont ete de 
nouveau rajoutes et les cellules ont ete incubees a 37° C. Aux intervalles de 30 minutes 
ou d'une heure, les culots des cellules ont ete collectes et le changement de I'expression 
d'HLA-A2 a ete analyse par cytometrie de flux avec un mAb anti-HLA-A2 (MA2.I). 

15 Les sequences d'acides amines des peptides sont representees, I'aminoacide mute est 
representee par une asterisque. 

Figure 8 : Analyse Northern Blot 

L'ARN cytoplasmique total (15 fig), derive de la lumeur RCC-7 ( range n°l), de la 
21) lignee cellulaire RCC-7 (n°2), et la lignee cellulaire autologue transformee par EBV 
(n°3), soil maintenu a 37°C (sous-range C) ou traite par choc thermique pendant 2 
heures a 40° C (sous-range HS), a ete fractionne sur gel d'agarose-formaldehyde 
denaturant et transfere sur membrane de nylon Hybond-N+. Le Northern Blot a ete 
hybride par les sondes constituees d'un fragment specifique d'hsp70 et de I'ADNc de la 
25 glyceraldehyde-3-phosphate-deshydrogenase (GAPDH). La position de la migration des 
ARN 28s et 18s est presentee. Le transcript hsp70-2 d'environ 2, 4 Kb est indique par 
une fleche au-dessus de I'ARN 18s et de I'ARNm GAPDH. 

Figure 9 : Test Clispot 

30 Cette figure montre que la mutation ou 1' alteration entraine un pouvoir 
d'immunogenicite tres augmente. hsp mute est le compose peptidique selon I'invention, 
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hsp nat est le peptide correspondant naturcl (non mute), MP est le conirole positif 
(peptide tres immunogene de la proteine « matrix protein » ct T2 est le controlc negatif 
(cellules non stimulees par Ic peptide). 

."^ Lcs travaux dc la prcscnte invention onl pcrmis Tisolation de clones CTL-RCC 
provcnant de TIL (lymphocytes infiltres dans la tumcur) obtcnus lors de irois 
experiences diffcrentes et en utilisant deux conditions expcrimcntales (utilisation de IL- 
2 ou de lL-2 + lL-7 + lL-12). Entre le 20^"" et le 30*'"' jour, les cellules, appartenant 
aux cultures qui montrent une lyse importante de la lignee cellulaire autologue de la 

10 tumeur RCC-7, ont ete donees par dilution limite. Sur 8 clones obtenus par ce 
protocole. 5 ont ete retenus en fonction de leur phenotype TCR distinct. Tous les clones 
sont des cellules cytoloxiques CD4* CD8^ TCR o/p* et produisent TNF lorsqu'ils sont 
stimules par des cellules autologues de la tumeur. L'effet bloquant des mAb anti-classe 
1 WC/32 a montre que Tactivite cytotoxique est restreinte aux molecules CMH I (Figure 

15 1). L'activite lytique du clone 1 1C2 a ete bloquee par mAb MA2.1 specifique de HLA- 
A2 (figure 2), Ce resultat suggere que HLA-A2 est la molecule dc presentation pour 
1 IC2, et que 1 1C2 reconnait les cellules autologues des lumeurs (figure 3). 

Identification dc TADNc de Tantigcnc rcconnu par CTL 11C2 

20 

Afin d'idcntifier le gene codant pour I'antigene on a utilise une approche genetique, 
comprenant la transfection d'une librairie d'ADNc provenant de la tumeur RCC dans des 
cellules COS-7 avec TADNc codant pour la molecule HLA-A2 de presentation, Seed B., 
(1987). Le vecteur d'expression utilise contient I'origine de replication de SV40, ce qui 

25 permet une multiplication considerable des episomes du plasmide transfecte et done une 
expression elevee des genes transfectes. On a utilise une librairie d'ADNc construite 
dans le vecteur d'expression pcDNA 1 en utilisant les ARN provenant de la lignee 
cellulaire RCC-7. Cette librairie a ete divisee en 400 parties de 200 plasmidcs 
recombinants et chaque partie a ete co-transfectee en double avec la construction 

30 pcDNA 1 HLA-A*0201 autologue dans les cellules COS-7. Les cellules COS-7 ont 
ensuite ete testees pour leur capacite a stimuler la production de TNF par le clone 1 1C2. 
Apres 48 heures, les cellules COS-7 co-transfectees ont etc incubees durant la nuit avec 
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I IC2 et la concentration de TNF dans le surnageant a etc deterniinee par son action 
cytotoxique sur des cellules WEMl. La quantitc de TNF dans Ics surnageants est en 
dessous de 5 pg/ml saufpour deux paircs (40 el 45 pg/ml) d'cxpericnces dupliquees. Lc 
deuxicnie criblage a etc realise en transfcclant Ics cellules COS avcc 100 parties de 20 
5 plasniidcs recombinants provcnant de Texlraction de doubles posilifs. Eniln, un 
troisicmc criblage nous a conduit a I'isolation de deux clones d'ADNc (appelcs A8 el 
1365), qui pcrniettent dc transferer I'cxpression dc I'antigene dans les cellules COS-7 
HLA-A*020r. Les resuliais obtenus avec le clone d'ADNc AI8 est presente a la figure 
4. 

10 

La sequence du plus long ADNc (A18) est de 1,9 Kb avec une homologie de 100% aux 
nucleotides de 577 a 2876 de TADNc d'hsp70-2, a I'exception d*une mutation a la 
position 877 (une adenine au lieu d'une thymine). La position +1 est le site d'initiation 
de la traduction d'hsp70-2, Milner et al, 1990. 

\5 Dans le but d*identifier la longueur totale de TADNc d'hsp70-2 et pour verifier si la 
mutation est seulement presente au site de la tumeur, nous avons realise une PCR 
(hsp70-2 est un gene sans intron) sur I'ADN provenant de Textraction des cellules RCC- 
7 et des cellules B transformees par EBV et des blastes PHA. Un produit unique de 2 
Kb, correspondants au nucleotide -36 -1974, a etc obtenu dans chacun des cas et a etc 

20 subclone dans le vecteur pcDNA i pour sequen^age et expression. 4 des 7 clones 
d'ADN, obtenus a partir du fragment de la tumeur, possede la mutation. Pour les cellules 
transformees par EBV et les blastes, aucune des 14 sequences d'ADN analysees ne porte 
la mutation. Ainsi, la mutation est presente seulement sur un chromosome dans les 
cellules tumorales et absente dans les cellules normales, 

25 

Idcntificatioii du peptide antigcniquc 

Afin dc delimiter la region nucleotidique minimale codant pour le peptide antigenique, 
dc multiples ADNc tronques ont etc obtenus a partir du clone d'ADNc A 18. L'utilisation 
dc I'exonuclease III a permis de generer progress! vement des deletions a pailir de 
3{) Textremite 3' de I'ADNc (figure 5). Ces fragments d'ADNc ont etc co-transfectes dans 
les cellules COS-7 avec TADNc HLA-A*0201 autologue. Une region nucleotidique 
minimale codante a ete localisee entre les nucleotides 730 et 944. La troncation dans la 
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region portaiit I'Linique mutation specifique dc la tumcur abolit la reconnaissance par 
CTL 1 IC2. On a recherche des peptides portant ic motif dc liaison HLA-A*0201 dans 
cettc region et parmi les 18 peptides testes^ seulement 2 (le nonapeplide SLFEGIDIY, 
acidcs amines 286 a 294, et le dccapeptide SLFEGIDIYT, acides amines 286 a 295), 
5 portant le rcsidu mutant isolcucinc a la position 8, lurcnt reconnu. La demi-lysc 
maximalc a cte obtcnuc avec seulement 5 x 10'*' M du dccapeptide comparcc a 5 x 10'^ 
M du nonapeptidc (figure 6). CTL 11C2 reconnait egalemcnt le dccapeptide sauvagc 
286-295 (SLFEGIDFYT) avec une demi-lyse maximale de 5 x 10'*^ M mais pas le 
nonapeptide sauvage 286-294 (figure 6). 

10 

Liaison des fragments peptidiqucs d'lisp70-2 a HLA-A2 

Les peptides antigeniques, pouvant lier HLA-A2, peuvent reguler positivement 
I'expression des molecules HLA-A2 dans les cellules T2, Nijman et aL (1993). La 

15 capacite de liaison des decapeptides 286-295 d'hsp70-2 (mute et sauvage) a ete 
comparee a celle du nonapeptide 286-294. La liaison de ces deux decapeptides est stable 
sur une periode de 4 heures a 20 iiM sans presenter de difference entre les formes 
mutantes et sauvages (figure 7). Les nonapeptides hsp70-2 sont moins efTicaces, mais 
leur liaison est comparable a celle du peptide MART-1 27.35 sur HLA-A2. Comme on 

20 pouvait s'y attendre, aucun effet n'a ete observe pour le peptide controle HLA-B7 (voir 
figure 7). 

Analyse Northern blot 

25 Une sonde specifique au locus hsp70-2, incluant la region 3' non traduite, a ete utilisee 
pour examiner Texpression du gene hsp70-2. Un ARNm de 2,4 Kb a ete mis en 
evidence dans les cellules autologues transformees par EBV. De meme, un faible niveau 
d'expression a ete observe dans les cellules RCC-7 non traitees et dans les cchantillons 
chirurgicaux congeles de RCC-7 (figure 8). De faibles niveaux d'expression ont 

30 egalement ete observes dans d'autres tumeurs, notamment dans les melanomes, les 
neuroblastomes, les adenocarcinomes du colon et les fragments de tumeurs de la vessie. 



wo 99/54464 



21 



PCT/FR99/00957 



Excmplc 1 : Ctablisscinciit dcs iigiiccs ccllulaircs RCC. 

Les ligiiccs ccllulaires oni etc elablics a partir dcs cellules du carcinonic du rein RCC 
cominc decril prcccdcnimeni par Angevin ct al, 1997. En resume, les lumeurs priniaires 
5 out etc oblcnues a parlir dc patients non traitcs qui ont subi une ncphrcctomic radicalc 
en noire institution. Lc patient 7 (MLA-A2, -A29 -B44, -1351 -Cwl5, -Cwl6) est un 
individu male dc 54 ans avec un RCC mctastatiquc. Apres chirurgie et digestion 
enzymatique, des suspensions de cellules fraiches des lumeurs RCC ont etc 
ensemencees dans un milieu de culture compose de Dulbeccos Modified Eagle Medium 

10 (DMEM), penicilline (50 lU/ml), streptomycine (50 |ig/ml), 1% de L-glutamine a 200 
mM, 1% de sodium pyruvate a 200 mM, 10% de serum foetal de veau (FCS), et 1% de 
Ultroser G (Gibco-BRL, Paisley, UK). Ce milieu est appele dans la suite du document 
« milieu RCC ». Toutes les lignees des cellules tumorales ont ete maintenues dans ce 
milieu RCC. La lignee cellulaire RCC-7 a ete obtenu a partir de la tumeur primaire du 

15 patient 7. 

Cxempic 2 : Cellules ct niilieiix de culture 

La lignee cellulaire autologue EBV a ete obtenue apres infection de PBMC du patient 7. 
20 La lignee cellulaire transformee par EBV a ete maintenue dans RPMl 1640 (Gibco- 
BRL), supplementee avec 10% de FCS, 

Le clone 13 de WEHI-164, une lignee cellulaire du fibrosarcome de la souris sensible a 
TNF, a ete fourni avec diligence par Benoit Van Den Eynde (Ludwig Institute for 
Cancer Research, Bruxelles, Belgique) et a ete mis en culture dans RPMI 1640 
25 (Seromed, Biochrom KG, Berlin, Allemagne) supplemente avec de la L-glutamine, du 
sodium pyruvate, des antibiotiques, et 5% de FCS a une concentration de 0,01 a 0,05 x 
10^* cellules/ml. 

La lignee cellulaire humaine mutante CEM x 72l.174.T2 (T2), Salter et al, (1989), a 
ete maintenue dans RPMl- 1640 supplemente avec 10% de FCS. Cette lignee cellulaire a 
30 ete fournie avec diligence par Pierre Langlade (Institut Pasteur, Paris, France). Toutes 
les cultures cellulaires ont ete maintenue dans une atmosphere saturee en eau, et avec 
une teneur de 5% en CO2. 
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Excnipic 3 : Etablisscincnt dcs lignccs ccllulaircs TIL 

Lcs TIL, provcnant dcs suspensions dc la tumcur, ont etc inoculcs dans 
5 dcs flasques contcnanl RPMI 1640, dc la pcnicillinc, dc la 
strcptomycinc, 1% dc L-glutaminc, 1% dc sodium pyruvate ct 8% dc 
scrum humain AB (Institut Jacques Boy S.A,, Reims, France), appelces 
milieu complet. Les TIL ont ete ensemcnces a la meme concentration en 
milieu complet supplemente avec 10 lU/ml de rIL-2, 50 lU/ml de rIL-7 
10 (Sanofi, Toulouse, France) et 10 lU/ml de rIL-12 (Genetics Institute, 
Cambridge, MA) pendant trois jours. A partir du 3^"*^ jour, les TIL ont 
ete nourris en utilisant le milieu complet avec 30 lU/ml de rIL-2, 50 
lU/ml de rIL"7 et 10 lU/ml de rIL-12. Le phenotype et I'activite 
cytotoxique des lignees cellulaires TIL ont ete caracterises apres 14 et 
15 21 jours de stimulation. 

Excinplc 4 : Aiiticorps monocionaux (niAb), agent scrologiquc» ct analyse 
phcnotypiquc 

20 Les mAb conjugues soil a la fluoresceine (FITC) ou avec la phycoerythrine (PE), 
diriges centre le TCR o/p, CD3 (Leu4), CD4 (Leu3a), CDS (Leu8), CD80 (B7. 1), HLA 
DR (L249), ont ete achetes chez Becton Dickinson (Mountain View, CA). CD56 
(NKHIA) provient de Coultronics (Hialeah, FL). Les TIL ont ete caracterises par 
double immunocoloration en incubant les cellules pendant 30 mn a 4^^ C avec FITC- ou 

25 PE-mAb. L'analyse de cytometrie de flux a etc realisee sur un FACScan (Becton 
Dickinson) et en utilisant le logiciel Cellquest. Les ascites du Laboratoire ont ete W6.32 
(anti-HLA-A/B/C), MA2.1 (anti-HLA-A2 et -B17) et B 1.23. 2 (anti-HLA-B/C) et ont 
ete selectionnes pour les experiences fonctionnelles et d'immunofluorescence a des 
concentrations de saturation predeterminees jusqu'a une dilution finale entrc 1/200 ct 

30 1/2000, 
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Excmpic 5 : Cloimgc dcs lignccs cclUilaircs TIL 

Apres 3 semaincs de culture, les lymphocytes ont etc clones en les diluant jusqu'a la 
limitc. Lc clonage a etc realise cnlre 600 a 0,6 ccllulcs/puils dans des plaques a 96 puils 
5 contenanl le milieu RPMl, supplementc de 8% de serum humain AB, 30 lU/mL dc rlL- 
2 ct 3% dc TCGF. Au fond dcs puits, on a culiivc unc couche nourricierc consliluec de 
cellules tumorales autologucs irradiees (Ix 10"* / puils), dc lymphocytes aUogcniques 
irradies (8 x 10'* par puits) et dc cellules irradiees transformees par EBV (2 x 10** / 
puits), Les clones ont ete nourris 3 fois par semaine avec le milieu complet contenanl 
10 rlL2 et TCGF. Le phenotype immunologique et la cytotoxicite ont ete caracterises pour 
les cellules donees. 

Excmpic 6 : Test dc cytotoxicite 

15 Les tests de cytotoxicite ont ete realises en utilisant Texpcrience standard de liberation 
du chrome pendant 4 heures comme precedemment decrit, Angevin et al (1997). En 
resume, 2x10"' cellules cibles marquees au Cr^' ont ete incubees pendant 4 heures a 37*^ 
C avec les cellules efTectrices a differents ratio E/T dans un volume final de 200 |.d. 
Concernant I'inhibition de la lyse par les mAb, les cellules cibles ont etc preincubees 

20 pendant deux heures en presence dc concentrations saturantes de mAb avant I'addition 
des cellules efTectrices. A la fin de Tincubation, 40 )il de surnageant ont etc transfcres 
sur plateau « Lumaplate 96 solid scintillation plates » (Packard Instalments, Meriden, 
CT), ont ete seches toute la nuit, et comptes dans un compteur de radioactivite Beta 
(Packard Instalments). 

25 

Excmpic 7 : Clonage ct expression des molecules HLA 

Les alleles HLA dc classe I ont etc clones en utilisant la methode PCR decrite par Ennis 
ct al, (1990), avec quelques legeres modifications. L'ARN total a ete prepare a partir dc 
30 la lignee cellulaire RCC-7 en utilisant RNA*^ (Bioprobe Systems). Le premier brin 
d'ADNc a ete synthetise avec une sonde oligo(dT) et la reverse transcriptase 
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(Invitrogcn). L'ADNc a servi de matrice pour une amplification PGR a 30 cycles avec 
les sondes suivantcs : 

^ 5P2-H (5'-GGGCAAGCTTGGACTCAGAATCTCCCCAGACGCCGAGo'). SEQ 
ID n^3 

- 3P2.X (5'-GCCCTCTAGATCTCAG'rCCCTCACAAGGCAGCTGTC"3'). SEQ ID 
n°4 

Cos sondes correspondent rcspeclivemcnt aux sequences consensus des regions non 
traduitcs 5' et 3* des alleles de classe 1. Ces sondes sont idcntiques aux sondes HLA-5P2 
et HLA-3P2 decrites precedemment, Ennis et al. (1990), sauf pour le site de clonage (on 
a remplace les sites Sal I et Hind 111 pour 5P2 et Hind III et Xba I pour 3P2 
respectivement. Les produits PGR ont ete digeres avec Hind III et Xba I et ligatures 
dans le plasmide pcDNA I (Invitrogen). Ces constructions ont ete transfectees dans E. 
Coli MC 1061/P3, L'ADN plasmidique a ensuite ete extrait a partir de plusieurs 
colonies en utilisant des colonnes QIAGEN (Qiagen). Le sequengage de TADN a ete 
realise en utilisant "ABl PRISM Dye Terminator cycle sequencing ready reaction kit", 
(Applied Biosystems) et un sequenccur d*ADN automatique. Les sequences ont ete 
comparees aux sequences nucleotidiques HLA de classe 1 disponibles dans les banques 
de donnees. 

Excniplc 8 : Construction do la librairic d'ADNc 

L*ARN Poly(A)^ a ete extrait a partir de la lignee cellulaire RCC-7 en utilisant le 
systeme d*isolation d*ARNm (Fast Track kit 2.0, Invitrogen) en respectant les 
instructions du fabricant. Le premier brin de I'ADNc a ete synthetise en utilisant la 
transcriptase inverse AMV avec une sonde oligo-dT contenant un site Not I a son 
extremite 5'. Lhybride ARN-ADNc cree par la synthese du premier brin, a ete 
transforme en ADNc double brin par I'ADN polymerase 1 cn combinaison avec la Rnase 
H ct I'ADN ligase d'E. Coli, Ensuite, on a utilise TADN polymerase T4 pour faire une 
coupure franche dans I'ADNc. Des adaptatcurs BstX 1 ont etc rajoutes et la taille de 
L'ADNc a ete obtenue par fractionnement sur gel d'agarosc. L'ADNc de taillc vouluc 
(superieure a 800 nucleotides) a ete ligature a I'interieur du vecteur pcDNA 1 coupe par 
BstX 1/Not I et la souche E. Coli appropriee (MC1061/P3) a ete transformee. Pour les 
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experiences de criblage, I'ADN plasmidique obtenu a pailir de certaines colonies de 
bacleries a etc prepare selon le protocole suivant : 100 ou 200 colonics, cultivccs cn 
milieu LB-agar (avcc 30 |.il/ml d'ampicillinc el 10 |.il/ml dc tetracycline), ont etc 
cnscmcncccs dans 2 ml de milieu LB ct incubccs toule la nuil a 37*^ C. L'ADN 
5 plasmidique a etc cxtrait cn utilisanl la mcthode dc lysc alcalinc, Birnboim et al, (1979) 
ct a etc resuspendu dans 30 |.il dans Tris lOmM-EDTA ImM pH 7,5 coiitenant 20 |.il/ml 
d'RNAse A. La concentration dc I'ADN plasmidique a etc ajustec a 40 ng/|.il, 

Excinplc 9 : Transfcction des cellules COS-7 ct criblagc des transfcctants 

10 

Les experiences de transfection ont ete realisees par la methode "DEAE-dextran- 
chloroquine, Brichard et al. (1993), Trois jours avant la transfection, les cellules COS-7 
ont ete ensemencees dans des plaques avec 96 micropuits a la concentration de 5 x 10^ 
cellules/puits dans 150 ix\ de milieu RPMI contenani 20% de serum foetal de veau. Pour 
15 la transfection, le milieu a ete remplace par 30 |il de DEAE-Dextran/melange d'ADN. 
Ces melanges ont ete prepares pour des doubles transfections dans des micropuits en 
rajoutant sequentiellement : 

200 ng d'ADN plasmidique provenant de la librairie d'ADNc, 

- 200 ng de plasmide pcDNA I/HLA-A'0201, 

20 - 25 III de NaCl a 150 mM, Tris 10 mM, pH 7,4 (appele tampon TBS), 

- 35 lal de TBS contenant 1 mg/ml de DEAE-Dextran (Pharmacia Biotech Europe 
GmBH, Saclay, France). 

Les cellules ont ete incubees avec ce melange plus 150 |il de DMEM supplemente avec 
10% de « NuSerum » non complemente (Becton Dickinson) et 100 nlM de chloroquine 

25 (Sigma-Aldrich Chimie SARL, Saint Quentin Fallavier, France), pendant 30 minutes a 
temperature ambiante. Ensuite les cellules ont ete incubees 4 heures a 37° C sous unc 
atmosphere de 5% en CO2. Apres incubation, le milieu a etc cnleve, et les cellules ont 
ete incubees 2 mn dans PBS Ix contenant 10% d'une solution de dimethylsulfoxide. Les 
cellules ont ete lavees 1 fois avec PBS Ix et incubees dans RPMI contenant 10% de 

30 FCS pendant 48 heures. Le milieu a alors ete enleve et les cellules ont ete lavees Ifois 
avec PBS Ix. 5 000 CTL ont ete rajoutes aux puits dans 100 |j.l de RPMI contenant 10% 
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de FCS. Apres 20 heures, le surnageant a ele collecle et sa teneur en TNF a ete 
detennince en testanl sa cytotoxicite sur Ics clones 13 WEHl-164 dans un test 
coiorimetrique MTT(3-[4,5-dimetliylthiozolc]-2,5-diphcnylc-telrazoliumc bromide 
(Sigma- Aldrich), commc dccril prcccdcmmcnt, Travcrsari et al. (1992). Concernant 
rinhibition dc la secretion de TNF par les mAb, les cellules ciblcs oni etc prcincubccs 
pendant 2 heures en presence d'unc concentration saturante de niAb avanl I'addition dcs 
cellules cfTectrices pendant 20 heures dc plus. 

Exemptc 10 : Test PCR pour risolation dc la longueur totalc d'hsp70-2 

L'ADN genomique a ete extrait a partir de la lignee cellulaire RCC-7 avec DNAzor*""' 
(Life Technologies). 1 |.il de I'ADN a ete utilise pour une reaction PCR en utilisant 
I'ADN polymerase Taq (Perkin Elmer). Les sondes suivantes ont ele utilisees : 

- la sonde hsp70-2A. 5'-GGGCAAGCTTAGTCTCAGAGCGGAGCCAAC-3' 
(nucletotides -36 a -18, sense), SEQ ID n°5, 

- la sonde hsp70-2B, 5'-GCCCTCTAGAGTCCCAACAGTCCACCTCAA-3' 
(nucleotides 1955 a 1974, anti-sense). SEQ ID n%. 

Ces sondes contiennent les sites de restriction Hind 111 et Xba 1 rcspcctivement. Les 
conditions pour la PCR ont ete 98° C pendant I mn suivie de 30 cycles d'amplification 
(98° C pendant 15 sec, 65° C pendant 1 mn, 72° C pendant 2 mn, avec une extension 
finale pendant 10 mn a 72° C). Le produit PCR obtenu a ete digere par Hind HI et Xba 
I, purifie sur billes de verre absorbant (Geneclean) et a ensuite ete sous-clone dans les 
sites Hind 111 et Xba 1 du vecteur d'expression pcDNA I pour sequen^age et 
cotransfection avec HLA-A*0201 dans les cellules COS-7. 

Excniplc 11 : Identification de la region minimalc nuclcotidiquc codantc pour Ic 
peptide antigcniquc 

L'ADNc A 18 a ete isole a partir de la librairie d'ADNc fabrique a partir du vecteur 
d'expression pcDNA 1. Le plasmide a ete digere avec Sph 1 et Xba 1 avanl traiiemenl 
avec Texonuclease 111 afm de generer des deletions progressives a partir de rextremite 3' 
de I'ADNc A18. Afm d'obtenir un nombre important de clones d'ADNc tronques, on a 
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Utilise le "Exo Mung Bean Deletion Kit" (Stratagcnc). Apres ligature, la bactcrie E. Coli 
MC1061/P3 a etc transformec avec les ADNc tronques. L'ADN plasmidique a etc 
extrait a partir de chaque clone, puis sequence ct cotransfectc avec MLA-A*020I dans 
Ics cellules COS-7. 

5 

Excinple 12 : Syntlicsc c( test de reconnaissance dcs peptides 

Dans le test de criblage, les peptides utilises ont cte synthetises par la "PcpSet 
technology" (Chiron Technologies, Suresnes. France). Pour les tests fonctionnels, les 

it) peptides ont ete synthetises sur phase solide en utilisant F-moc (protection NH2- 
terminale temporaire) et ont ete purifies par FIPLC preparative. L'HPLC analytique 
indique que les peptides sont purs au moins a 95%. Les peptides lyophilises ont ete 
dissous a 10 mM de DMSO dans I'eau et conserves a -20° C. On a utilise les peptides 
lors d'un test de liberation du chrome. 2 000 cellules autologues iransformees par EBV, 

15 et marquees au Ct^\ ont ete incubees pendant 1 heure a 3T C sur des plaques a 96 puits 
avec diverses concentrations de peptides avant d'ajouter CTL 1 1C2. 

Excmplc 13 : Test dc liaison dcs peptides 

20 Les cellules T2, Nijman et al. (1993), ont ete cultivees 48 heures avant le test dans un 
milieu AIM-V prive de serum (Gibco-BRL). Pour les tests de liaison, les cellules T2 
(10^*) ont ete incubees a 26° C pendant 16 heures dans le meme milieu dans 0,8% de 
DMSO, avec ou sans peptide a une concentration de 20 |iM. Ensuite les peptides (20 
|.iM) ont ete de nouveau rajoutes et les cellules ont ete incubees a 37° C. A des 

25 intervalles de 30 mn ou d'une heure, les culots des cellules ont ete collectes et le niveau 
d'expression d'HLA-A2 a ete suivi en utilisant le mAb anti-HLA-A2 (MA2.1). 

Excmplc 14 : Isolation dc TARN ct analyse Northern blot 

30 Les cellules ont ete soit maintenues a 37° C ou ont subi un choc thermique a 42° C 
pendant 2 heures avant recuperation par centrifugation. L'ARN total a ete extracte par 
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lyse au guanidinium isothocyanate et a ete ultracenlrifuge dans du chlomre de ccsiunv 
Des echanlillons d'ARN total (15 |.ig) ont etc fractionnes dans un gel denaturant 
contenant 1% d'agarose-ibrmaldchyde et out etc transferees sur membranes de nylon 
Hybond-N+ en respectant les instructions du fabricant (Anicrsham France S.A, Ics Ulis, 
France). Le Northern blot a etc hybridc avec unc sonde spccifique d'hsp70-2 
(nucleotides 1955 a 2159) et avec la sonde glyceraldchydc-3-phosphate-dcshydrogenase 
(GAPDH). Toutes les sondes ont etc marquees avec dCTP ["P] (3000 Ci mmol'') en 
utilisant le Prime-IT™ II Random Primer labeling Kit (Stratagene), L*hybridation a etc 
realisee a 45'' C pendant 16 heures avec la sonde d'hsp70-2 (10^ cpm/ml) et la sonde 
GAPDH (10^ cpm/ml). Les membranes ont ete lavees deux fois avec 2 x SSC a 
temperature ambiante, une fois pendant 45 mn avec 2 x SSC/0.1 % SDS a 62° C et une 
fois a 62'' C pendant 10 mn avec 0,1 x SSC, avant autoradiographic a 80° C pendant 1 1 
jours. 

Exeinple 15 : Test Elispot 

Des cellules CD8+ ont ete isolees a partir de donneurs HLA-A2 positifs par purification 
immunomagnetique negative (utilisation d'anticorps contre les cellules CD4 et CD56). 
Dans des plaques a 96 puits dont le fond est recouvert par de la nitrocellulose 
(Millipore), 100000 cellules CD8+ ont ete directement ajoutees a 100000 cellules T2 
HLA-A2.1 positives chargees avec 10"^ M de peptides. Apres stimulation des cellules 
CD8+ pendant 20 heures, un test Elispot-IFNy a ete effectue. Les resultats sont 
presentes dans le tableau I ci-apres. Le controle positif est le peptide MP ou « matrix 
protein », proteine d'enveloppe du virus influenza qui est tres immunogene chez 
Thomme. 



TABLEAU 1 : Resultats du test Elispot-IFNy. 





donncur 1 


doiincur 2 


donncur 3 


donncur 4 


donncur 5 


T2 sculc 


6 


1 


3,833 


11,5 


3,75 


MP 


57,25 


31,33 


13,33 


26,5 


16,5 


hs|) mute 


13 


4,167 


7,5 


19,25 


5,75 


Hsp nat 


5 


2,167 


4 


13,75 


2 
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Ces rcsultats montrenl qu'il est possible d'induirc des lymphocytes CDS huniains dc 
sujcls sains HLA-A2' avec le compose peptidiquc prefere dc rinvcntion (SEQ ID n'' I 
cl 2), mais pas avcc le peptide non mute corrcspondant. 11 rcssort clairement que la 
mutation cntraine un pouvoir dMmmunogcnicitc Ires augmentc puisquc des lymphocylcs 
5 qui n*ont jamais etc slimulcs par ce peptide sonl capables de sccretcr dc rintcrfcron 
gamma en 24 hcurcs sans aucunc mise en culture in viiro ou addition de cytokines. 
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REVENDICATIONS 

1. Proccdc d'idciUincation dc composes pcpiidiqucs derives d'iisp70, qui prcscntcnl 
au moins unc mulalion ou ime alteration par rapport a la sequence naturclle 
dMispVO, lesdits composes entrainant une reponse T spccifique des lumeurs, 
comprcnant les etapes suivanies : 

a) amplification PCR d'un fragment d'ADN codant pour hsp70 obtenu a partir 
d'une ou de plusieurs tumeur(s), 

b) clonage de TADN obtenu a Tetape a) dans un vecteur capable de se repliquer dans 
une bacterie, 

c) sequen?age dudit fragment dans chaque colonic bacterienne obtenue apres culture 
des bacteries de Petape b) et identification de la ou des mutation(s) dans hsp70. 

d) determination de Timmunogenicite des fragments peptidiques mutes parmi ceux 
identifies a Petape c). 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que Petape d) consiste en un 
lest Elispot. 

3. Procede selon Pune des revendication 1 et 2 caracterise en ce que Pon test dc 
preference les fragments peptidiques qui posscdent une sequence d'ancrage pour 
une molecule HLA donnee, 

4. Procede selon Pune des revendication 1 a 3 caracterise en ce que les fragments 
peptidiques a tester a Petape d) sont obtenus par synthese chimique. 

5. Procede de mise en evidence de mutations ou d'alterations ponctuelles artificielles 
susceptibles d'augmenter Pimmunogenicite des composes peptidiques mutes 
derives d'hspTO caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) Determination de fragments possedant une sequence d'environ 9 a 10 acides 
amines comportant un motif d^ancrage pour une molecule HLA donnee, 

b) introduction d'une mutation ou d'une alteration (par exemple une modification 
post traductionnelle) ponctuelle supplementaire au niveau des residus 4, 5, 6, 7 ou 
8, 

c) determination de Pimmunogenicite des fragments peptidiques obtenus a Petape 
b). 



wo 99/54464 



36 



PCT/FR99/00957 



6. Procede selon la revendicalion 5 caracterise en ce que Telape c) consiste en un 
test Elispot. 

7. Compose peptidique susceptible d'etre obtcnu a partir d'un procede scion Tunc 
dcs revcndication I a 5 caracterise en ce qu'il comprcnd unc sequence d'au nioins 
8 acidcs amines consccutifs dMisp70 prescntant au moins unc mutation ou unc 
alteration par rapport a la sequence naturcllc dMisp70, ct ce qu'il cntrainc une 
rcponse T specifique. 

8. Compose peptidique selon la revcndication 7 ayant au moins 80 % d'homologie 
avec les acides amines entre les positions 286 et 294 d'hsp70. 

9. Compose peptidique selon la revcndication 8 caracterise en ce que Tacide amine a 
la position 293 est de preference Tisoleucine, la leucine, la valine, Talanine. la 
glycine, ou la phenylalanine, plus particulierement Tisoleucine. 

10. Compose peptidique selon la revcndication 9 qui a au moins la sequence SEQ ID 
n^l ouSEQIDn°2. 

11. Compose peptidique selon Tune des revendications 7 a 10 caracterise en ce qu'il 
comporte au moins un element different des acides amines naturels. 

12. Fragment d'ADN codant au moins pour un fragment peptidique de Tune des 
revendications 7 a 1 1. 

13. Vecteur d'expression d*un fragment peptidique selon Tune des revendications 7 a 
1 1 contenant le fragment d*ADN de la revcndication 12 fijsionne a un promoteur 
fort et efficace dans les cellules eukaryotes, et/ou dans les cellules procaryotes, en 
particulier dans les cellules humaines. 

14. Vecteur d'expression selon la revcndication 13 comprenant en outre un ou 
plusieurs marqueur(s) de selection et eventuellement une ou plusieurs sequence(s) 
codante(s) pour des facteurs deactivation des defenses immunitaires, tels que des 
cytokines et/ou des lymphokines. 

15. Vecteur selon Tune des revendications 13 et 14 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
vecteur viral, d'un plasmide, ou d'un pseudo-vecteur. 

16. Cellules dendritiques chargees en composes peptidiqucs selon Tune dcs 
revendications 7 a 1 1 . 

17. Cellules dendritiques transformees par le vecteur d*expression selon Tunc des 
revendications 13 a 15. 
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18. Cellules dendritiques scion Tunc dcs revendications 16 el 17 caraclcrisces en ce 
qu'elles font parties des macrophages. 

19. Composition pharmaccutique comprenant un compose pcptidiquc ou un melange 
dc composes pcplidiques selon Tunc dcs revendications 7 a 11 et un vchiciilc 

5 pharmaccutiquemcnt acceptable. 

20. Composition pharmaceutiquc scion la revcndicatidn 19 caracteriscc en ce qu'ellc 
comporte en outre un ou plusieurs adjuvants immunologiqucs, notamment des 
facteurs cytotoxiques des tumeurs. 

21. Composition pharmaccutique comprenant un vecteur d'expression selon Tune des 
10 revendications 13 a 15 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 



22. Composition pharmaccutique comprenant notamment un fragment d*ADN selon 
la revendication 12 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

23, Composition pharmaccutique comprenant les cellules selon Tune des 
revendications 16 a 18 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable, 

15 24. Produit de combinaison comprenant au moins un compose peptidique selon I'une 
des revendications 7 a 11 et au moins un agent induisant un stress cellulairc pour 
une utilisation simultanee» separee ou etalee dans le temps destine au traitement 
du cancer. 

25. Produit de combinaison selon la revendication 24 caracterise en ce que ledit agent 
20 est susceptible d'induirc une surexpression des proteines de chocs thermiques, en 

particulier hsp70. 

26. Produit de combinaison selon la revendication 24 caracterise en ce que ledit agent 
est un inducteur de Tapoptose, selectionne notamment parmi les agents qui 
endommagent TADN, les ligands du recepteur aux glucocorticoides, ou parmi les 

25 seconds messagers pro-apoptotiques. 

27. Produit de combinaison selon la revendication 24 comprenant un vecteur viral qui 
possede un gene qui code pour une enzyme permeitant d'activer les agents pro- 
apoptotique, notamment la thymidine kinase. 

28. Produit de combinaison selon la revendication 24 dans lequel Tagent induisant un 
30 stress cellulaire est selectionne parmi les composes induisant une hypoxic dcs 

tumeurs, notamment les inhibiteurs de Tangiogenese. 
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29. Composition pharmaceutique selon Tune dcs revcndications 19 a 23 ou produit dc 
combinaison selon Tunc des revcndications 24 a 28 caractcrisec en ce qu'il 
comporte cn outre un ou plusicurs adjuvcnts immunologiques, notammcnt dcs 
agents cytotoxiqucs des tumcurs. 

30. Composition pharmaceutique scion Tune dcs revcndications 19 a 23 ou produit dc 
combinaison selon I'unc des revcndications 24 a 29 caracicrise en qu'il comporte 
un vehicule pharmaceutique compatible avcc une administration IV, subcutanee, 
orale, ou nasal e. 

3 1 . Composition pharmaceutique selon Tune des revcndications 19 a 23 ou produit de 
combinaison selon Tune des revcndications 24 a 29 caracterise en ce qu'il 
comporte un vehicule pharmaceutique selectionne parmi les liposomes, les nano- 
particules, ou les emulsions lipidiques, charges positivement ou negativement. 

32. Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revcndications 7 a 1 1 pour la 
fabrication d'un medicament. 

33. Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revcndications Tall pour la 
fabrication d'un medicament destine au iraitement du cancer. 

34. Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revcndications 7 a 1 1 pour la 
fabrication d'un medicament destine a une immunisation ex situ. 

35. Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revcndications 7 a 1 1 pour la 
fabrication d'un medicament destine a une immunisation in situ. 

36. Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revcndications 7 a 1 1 pour la 
fabrication d'un medicament destine au traitement du cancer, en particulier des 
tumeurs solides, notammcnt des carcinomes, des melanomes, des neuroblastomes, 
des cancers du cou et de la tete, de preference des carcinomes du rein. 

37. Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revcndications 7 a 1 1 pour 
augmenter en milieu de culture la population des CTL des tumeurs et/ou induire la 
secretion par lesdits CTL de facteurs cytotoxiques tels que par exemple lL-2, IFN- 
yetTNF. 

38. Utilisation d'un compose peptidique selon I'une des revcndications 7 a 1 1 pour la 
fabrication d'un medicament destine a stimuler les defenses immunitaires, en 
particulier pour augmenter la population des CTL des tumeurs et/ou induire la 
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secretion par lesdits CTL de facteurs cytoloxiques tels que par cxemple lL-2, IFN- 
Y et TNF. 

39. Utilisation scion Tunc dcs revcndication 32 a 38 cn conibinaison avcc la 
radiothcrapic. 

40. Utilisation scion Tune dcs revcndication 32 a 39 pour cITcctucr unc immunisation 
rcpctee cn vuc dc provoqucr unc rupture dc tolerance contrc le peptide nature! 
conrespondant (non mute) chez un patient. 

41. Proccde de production d'un anticorps qui se lie a un mutant d'hsp70, en 
particulier au mutant hsp70-2 1-293, comprenant les etapes consistant a : 

a) Immuniser un mammifere avec un compose peptidique selon Tune des 
revcndication 7 a 1 1, 

b) isoler un anticorps monoclonal qui se lie a hsp70-2-293. particulierement a hsp70- 
2 1-293, dans un essai immunologique. 

42. Anticorps monoclonal qui se lie a un fragment d'hsp70-muie, particulierement a 
hsp70-2 1-293. 

43. Procede de detection de d'hsp70 mute, en particulier de la mutation ou de 
Talteration de rhsp70-2 1-293, comprenant les etapes consistant a : 

a) Mcttre en contact un echantillon preleve chez un individu avec un anticorps 
monoclonal selon la revcndication 42, 

b) permettre la formation du complexe anticorps- hsp70-mute, en particulier du 
complexe anticorps- hsp70-2-293, 

c) detecter hsp70-mute au moyen d'un marqueur detectable dans le complexe ou qui 
se lie au complexe. 

44. Trousse de diagnostic comportant notamment un anticorps selon la revcndication 
42 pour la detection du cancer. 

45. Trousse de diagnostic comportant notamment un anticorps selon la revcndication 
42 pour le prognostique du cancer declare chez un individu, 

46. Composition pharmaceutique comprenant notamment un anticorps monoclonal 
selon la revcndication 42 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
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Stimulation du CTL 11C2 par les cellules 
co-transfectees temporairement avec 
r ADNc HLA-A*0201 autologue et 1' ADNc A18 
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Induction de Texpression d'HIA-A2 sur les cellules 
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SEQUENCE 

DE hsp70, UTILES DANS L' IMMUNOTHERAPI E 



<210> 2 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

Ser Leu Phe Glu Gly He Asp He Tyr Thr 
1 5 10 

1 5 10 

<210> 3 
<211> 37 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 3 

gggcaagctt ggactcagaa tctccccaga cgccgag 37 

<210> 4 
<211> 36 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 4 

gccctctaga tctcagtccc tcacaaggca gctgtc 36 

<210> 5 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<220> 



wo 99/54464 2 PCT/FR99/00957 



<223> Sonde HSP702A 
<400> 5 

gggcaagctt agtctcagag cggagccaac 

<210> 6 
<21i> 30 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Sonde HSP70-2B 



<400> 6 

gccctctaga gtcccaacag tccacctcaa 
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